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をおこなうが、近年では持続陰圧閉鎖療法 [5, 6] などもおこなわれてい
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る。さらに創傷治癒促進物質の一つである  basic Fibroblast Growth 


































性などを併せ持つことも求められる [19-21] 。 
創傷治癒には線維芽細胞増殖因子ファミリーの一つである FGF-2 や、
血管内皮細胞増殖因子 (VEGF) 、上皮増殖因子 (EGF) 、形質転換増殖
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因子 (TGF-β) などの増殖因子の関与が必要である [22, 23] 。なかでも




の中では、すでにアルギン酸 [20, 27] やキチン・キトサン [21, 28, 29] 
が臨床使用されている。しかし、これらの臨床での使用形態はフィラメ
ントやファイバー、粉末、粒状、スポンジ状などさまざまであり、ある















ヘパリン親和性増殖因子である TGF-βや FGF-2 との結合能を有し、創




る、ハイドロコロイドシート  (Alginate Chitin/Chitosan Fucoidan - 


















 また、ACF-HS と ABSOCURE-surgical®の吸水性を比較する事、およ






(ア) ACF-HS の作製 
 本研究に用いた ACF-HS は共同研究者である北海道工業技術センター
青木央氏が担当した。ACF-HS 作製方法について簡潔に記述する [33]。 
 まず、アルギン酸（和光純薬工業）、キチン（chin powder from crab 
shells, acetylation rate approximately 100 mol/mol/% grade, ナカライ
テスク）、キトサン（chitosan 5, 和光純薬工業）、および「ガゴメ昆布」
といわれる北海道函館市で採取された海藻類 Kjellmaniella crossifolia 
から抽出したフコイダン [33, 34] 、それぞれの乾燥粉末を準備した。こ
れらの乾燥粉末をアルギン酸：キチン：キトサン：フコイダン (60:20:2:4 
w/w) の割合で混合し、はじめに乳鉢と乳棒で均一に混ぜ合わせ、その後
さらに高速混合・造粒機 (IKA-Labortechnik & Kunkel GmBh & Co. Kg, 
W. Germany) で混ぜ合わせた。 
これら乾燥粉末の構成比率については、キトサンとフコイダンの配合












 上記の方法で作製された乾燥粉末 0.77g を滅菌された直径 70mm の濾
紙 (JIS P3801 No.2 円形濾紙, 東洋濾紙株式会社) 上に均一に噴霧した。
それに蒸留水を噴霧し、一部がペースト状になったところで 5 秒間 50%
エタノールに浸漬しその後 1 分間蒸留水に浸漬した。それを 20 秒間２M 
CaCl2 に反応させ、アルギン酸カルシウムハイドロコロイドを合成し、
その後 5%酢酸に反応させた。こうして作製されたハイドロコロイドシー
トに直径 0.9mm の針 330 本（8.6 本/1cm2）の生け花用の剣山で多数の
小孔を打ち、3 分間蒸留水に浸漬した。次に、再度２M CaCl2 に 20 秒間
反応させリン酸緩衝液で 1 分間洗い、さらに 10 分間蒸留水で洗った。作
製したハイドロコロイドシートを 10 枚まとめて 22ml の架橋試薬 
(ethylene glycol diglycidyl ether, 和光純薬工業) を用いて 50%エタノー






滅菌処理をおこなった。こうして作製された ACF-HS は、乾燥重量が 1
枚 1.2-1.4g であり、真空パック後は 1 枚当たり 3.8-3.9g となった。 
 
（イ）ACF-HS と ABSOCURE-surgical® (Hydrocolloid) の吸水量の比較 
   ACF-HS と Hydrocolloid の Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM, ライフテクノロジーズ)、および DMEM に heat-inactivated 
fetal bovine serum (FBS, ライフテクノロジーズ) を 20%加えた液体培
地（以下 DMEM+20%FBS）に対しての吸水性を比較した。 
    DMEM、および DMEM+20%FBS をそれぞれ 5ml 入れたプラスチッ
クシャーレ (外径 57mm 深さ 16mm, IWAKI)に重さ 1g に調整した
ACF-HS および Hydrocolloid をそれぞれ個別に浸し、最初の 30 分間は
10 分毎、その後 150 分までは 30 分毎に、それ以降は 1 時間ごとに 24 時











の高血糖状態を維持する [36, 37] 。したがって db/db マウスは 2 型糖尿
病モデルとして利用され [38] 、その皮膚欠損創が難治性糖尿病性皮膚
潰瘍モデルとして様々な研究ですでに使用されている [39-41]。 
 ペントバルビタールの腹腔内注射 (40mg/kg) による全身麻酔下で遺







 ACF-HS 貼付群  (ACF-HS 群 )、ABSOCURE-surgical® 貼付群
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(Hydrocolloid 群)、被覆材なし群 (control 群) の 3 群にわけて実験をお
こなった。どの潰瘍をどの群に割りあてるかは、それぞれの群が 6 例ず
つとなるように無作為に選別した。 




防ぐ目的でプラスチックシートのみを 0 日目から 14 日目まで貼付した。 
それぞれの群を 14 日目まで観察、計測をおこなった。観察期間は、
ACF-HS 群、Hydrocolloid 群ともに上皮化がほぼ完了する 14 日間とし
た。創傷面積については、残存皮膚潰瘍の形態が正確な正円形であった
とは言い切れなかったが、潰瘍を正円形に見立てて、長径を直径として













 ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色で 4 日目、9 日目、14 日目の肉
芽形成の厚みと新生血管数について無作為に選択した視野 (×100) で 1
検体 4 か所ずつ計測し、その平均値を比較検討した。新生血管は管腔内
に赤血球がみられるものを計数した。観察には共焦点レーザー顕微鏡 
(LSM 510 META, カールツァイス 2005 年) を用いた。 
 また、4 日目の検体に対して FGF-2 および VEGF に対する免疫染色
をおこなった。  
FGF-2 の免疫染色は、1 次抗体は Anti-Human FGF-2 (147) Rabbit 
polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology #sc-79) 、希釈倍率×
100、4℃で一晩反応、2 次抗体は、ペルオキシダーゼ標識デキストラン
結合抗ウサギイムノグロブリン・ヤギ抗体 (DAKO #K4003) であり、室
温で 30 分反応させた。発色基質は 3-3’-Diaminobenzidine-4HCl (DAB) 
を使用し、室温で 1 分間反応させた。 
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VEGF の免疫染色は、１次抗体は  Anti-Human VEGF Mouse 
monoclonal antibody clone : JH121 (upstate #05-443) で、希釈倍率×
500、4℃で一晩反応させた。この 1 次抗体は、文献的にもマウス由来
VEGF の検出に用いられている[42,43]。ヒストファイン マウスステイ
ンキット (ニチレイ #414321) を用いて内在性のマウス免疫グロブリン 
(Ig) をマスキングして VEGF 様シグナルを検出した。２次抗体は、ペル
オキシダーゼ標識マウス及びウサギイムノグロブリン・ヤギ抗体 (ニチ
レ イ  #414321) で 、 室 温 で 30 分 反 応 さ せ た 。 発 色 基 質 は




 多標本の比較には、post-hoc Turkey’s test を用いた。創収縮の検討で
は、Steel Dwass test を用いた。P 値は Stat Mate Ⅲ, for Window およ







(ア) ACF-HS の吸水性について 
 ACF-HS (1g)は、DMEM および DMEM+20%FBS ともに 18 時間にわ
たって、浸軟することもなく DMEM および DMEM+20%FBS を
2.8g-3.0g まで吸水可能であった。一方、Hydrocolloid では、いずれの培
地に対しても吸水性はほとんど認めなかった (図 1)。 
 
(イ) 背部難治性糖尿病性皮膚潰瘍の創収縮について 
 被覆材貼付後 0, 4, 7, 9, 14 日目のそれぞれの長径および皮膚潰瘍面積
を計測した(図 2)。感染や出血などのトラブルはなかった。 
 4 日目までは 3 群とも創収縮効果はあまりみられず、長径、面積とも
に有意差はなかったが、4 日目以降になると 7 日目では ACF-HS 群は
Hydrocolloid 群、control 群両方に対し長径、面積ともに有意差を認めた 
( 長径 : Hydrocolloid 群  P < 0.05, control 群  P < 0.01, 面積 : 
Hydrocolloid 群 P < 0.05, control 群 P < 0.01) 。9 日目の長径に関して
は ACF-HS 群は control 群に対して有意差を認めた (P < 0.05) が、
Hydrocolloid 群に対しては有意差を認めなかった 。また、9 日目の面積
については ACF-HS 群は Hydrocolloid 群、control 群両方に対して有意
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差を認めた (Hydrocolloid 群 P < 0.05, control 群 P < 0.01)。14 日目に
は ACF-HS 群と Hydrocolloid 群との間に長径、面積とも有意差はなく、
ACF-HS 群は control 群に対してのみ有意差を認めた (長径 P < 0.01, 
面積 P < 0.05) (図 3、4)。 
 
(ウ) ACF-HS の血管誘導作用について 
 作製した 2 か所の背部皮膚潰瘍のうち、右側が control（被覆材なし）
で左側に ACF-HS を貼付した db/db マウスにおいて、2 検体のみの観察
であるが、4日目の検体を採取する際に潰瘍の裏面まで観察したところ、
control 側（右側）から ACF-HS を貼付した潰瘍面（左側）に向かって
新生血管が伸びていく現象が観察された。さらに、ACF-HS を貼付した
潰瘍底部には毛細血管の増生も観察された(図 5)。  
 
(エ) 背部難治性糖尿病性皮膚潰瘍の創傷治癒過程の組織学的検討 
 ACF-HS 群、Hydrocolloid 群および control 群間で肉芽形成厚と新生
血管数を HE 染色で比較検討した。4 日目、9 日目、14 日目に検体を採
取し観察した。4 日目までには、肉眼的には創収縮には差がないにもか




0.250mm、Hydrocolloid 群で平均 0.117mm、control 群で平均 0.058mm
であり、新生血管数では ACF-HS 群で平均 4.0 か所、Hydrocolloid 群は
平均 0.67 か所、control 群は 0 であり、ACF-HS 群は、肉芽形成厚、新
生血管数ともほかの 2 群にくらべて有意差が認められた (肉芽形成厚 P 
値: 0.0004、および 0.0001、新生血管数 P 値: 0.0125、および 0.0001 ) (図
6 , 7)。 
 4 日目以降 9 日目、14 日目と 3 群とも創収縮、上皮化が進んでいくが、
中でもACF-HS群はほかの2群に比べ、9日目、14日目でも肉芽組織厚、
新生血管数とも形成能が高い傾向は続いた(図 6, 7)。 
さらに 4 日目の検体で VEGF と FGF-2 の免疫染色をおこない、どち




様シグナルを示す細胞は Hydrocolloid 群よりも ACF-HS 群の方が多く
みられる傾向があった。一方、control 群ではほとんど確認できなかった。












になった。14 日目での創収縮に関しては ACF-HS 群と Hydrocolloid 群間
では有意差がみられなかった。一方、同じ 14 日目でも肉芽形成厚や新生血
管数に関しては有意に ACF-HS 群が優れていた。すなわち、ACF-HS 群と
Hydrocolloid 群では創閉鎖の速さは変わらないが、ACF-HS 群には再生し
た組織は厚みがあり、しかも血流が豊富であると言える。このことから、
ACF-HS 群は Hydrocolloid 群よりも物理的な刺激や感染に対する抵抗力が
高いことが予想され、糖尿病性潰瘍の再発予防という点では優れた効果を
もつものと期待される。このように、ACF-HS は Hydrocolloid を超える優
れた創傷治癒促進効果をもつことが示唆された（図 3,4,7）。 















殖因子の中でも、FGF-2 および VEGF は重要な血管新生促進因子と考えら
れている[45]。 
ACF-HS 群の 4 日目の免疫染色では FGF-2、VEGF 様シグナルともに潰
瘍面での発現が他の 2 群より多い傾向がみられている（図 8）。 
免疫染色の結果に加え、ACF-HS 群では、肉眼的にも潰瘍面への血管誘導
現象や毛細血管新生が観察されており（図 5）、これらから、ACF-HS 群で








含まれる血管新生促進因子である TGF-βと FGF-2 を潰瘍面に持続的に供
給できるのではないかと考えている。また、FGF-2 には Platelet-derived 
growth factor (PDGF)を介して VEGF を活性化する作用があり[46]、FGF-2
によって活性化された VEGF が血管内皮前駆細胞を活性化することによっ






また、Hydrocolloid 群と control 群とでの間でみられた、血管新生数およ
び肉芽形成厚の差（図 7）は、潰瘍面の湿潤環境を保持できたかどうかが、
要因であると考えられた。潰瘍面が乾燥すると、誘導・活性化された増殖因




重要な要因の一つであるとされており [16, 45, 46]、創傷被覆材以外でも血
管新生を促進させる方法として最近では、高圧酸素療法 (HBOT) [49] やア
デノウイルスやセンダイウイルスをベクターとして VEGF を発現させる遺






性足病変 (diabetic foot ulcers; DFUs) を正確に反映しているわけではない。
しかし、DFUs の難治性の原因は増殖因子の低下と血管新生能の低下が主で
あると報告されており[14, 16, 49]、本研究で示された ACF-HS の創傷治癒
促進効果は DFUs の治療にも十分期待できる。しかも、死腔の充填による
感染制御やキチン・キトサンによる抗菌活性を併せ持つことは、感染を併発











局所の湿潤環境を維持可能で、かつ TGF-βや FGF-2 といった増殖因子を
持続的に潰瘍面に作用させることであるので、すでに潰瘍面の増殖因子が必
要量に達していると考えられるヘテロマウス (db/+) では、ACF-HS の有用
性は少ないと考えられる。実際に、ヘテロマウス (db/+) に db/db マウスと
同様の方法で背部皮膚潰瘍を作製し創傷治癒過程を観察したところ、













芽細胞などから FGF-2 や VEGF といった増殖因子の放出が促進される 
[14] 。 
キチンは 1,4β-linked N-acetyl-D-glucosamine という線状ホモ重合体で
あり、キトサンはキチンを一部脱アセチル化した物質である [30] 。キチ
ン・キトサンは止血効果、抗菌活性などを有し、適度な吸水性も認められ
ている [13, 15] 。キチン・キトサンはアミノ基を有し正電荷に帯電する性
質を持つため、抗菌活性を発揮できるといわれている [51] 。また、組織工










や FGF-2、TGF-β1 などと結合し、特に FGF-2 の活性化と安定化に寄与す
る [32] 。さらにフコイダンは創傷治癒に必要な細胞外マトリックスタンパ
ク質の産生やその沈着促進作用を有する TGF-β1 の活性化にも寄与してい
る [31, 32] 。このようにフコイダンは、ACF-HS の中で浸出液の吸収、ま
た、FGF-2 や TGF-β1 といったヘパリン親和性増殖因子の安定化と活性化
という役割をも担っている。 
これら 3 種類の構成成分のうち、アルギン酸とキチン・キトサンはそれぞ








も大きな利点である。さらに、ACF-HS は炎症細胞を活性化し [34] 、潰瘍

























   ACF-HS (ACF-HS 群) は、難治性糖尿病性皮膚潰瘍モデルとした、db/db
マウスの背部皮膚潰瘍に対して、市販の創傷被覆材 ABSOCURE-surgical®









   本研究の一部は、文部科学省 (科学研究費助成事業) の交付金を利用して
おこなった。 
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遺伝性糖尿病マウス db/db マウス背部皮膚潰瘍の直径(長径)の経時的変化。面積と同様に 4 日目までは 3 群
間に有意差はなかった。7 日目は ACF-HS 群は Hydrocollid 群、control 群に対してそれぞれ有意差あり。9
日目は control 群に対して有意差あり。14 日目は ACF-HS 群と Hydrocolloid 群間には有意差がなかったが、
ACF-HS 群と control 群間には有意差が認められた。(Data represent the mean ± SD of six determinations.  



















4 日目の糖尿病性皮膚潰瘍の裏面像。ACF-HS を貼付した皮膚潰瘍の周囲には毛細血管の増生がみられ、 

























もって多かった。(Data represent the mean ± SD of six determinations.  *P<0.05,  **P<0.01, post–hoc Turkey’s 
test) 
  
45 
図8 
VEGFおよびFGF-2に対する免疫組織学的染色。4日目のACF-HS、Hydrocolloid、control群それぞれの免疫組
織学的染色をおこなった。正確な判定は困難ではあったが、VEGF様シグナルはACF-HSでの血管周囲での
発現が多くみられ、Hydrocolloidではそれは数か所にとどまり、controlではほとんど検出できない。FGF-2
でも同様の傾向がみられた。 
